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Il carcinoma tiroideo rappresenta una delle neoplasie che interessano il sistema 
endocrino. La forma più comune di tumore della tiroide si manifesta a carico delle 
cellule follicolari che producono la maggioranza degli ormoni tiroidei, questa viene 
classificata come carcinoma tiroideo differenziato (DTC) di cui i sottotipi sono il 
papillare (75%), il follicolare (10%), il carcinoma a cellule di Hürtle (5%) ed i 
carcinomi scarsamente differenziati (1-6%). Vi sono poi forme tumorali a carico delle 
cellule parafollicolari dette carcinoma midollare della tiroide (meno del 5% dei casi).  
Il DTC è una patologia complessa, causata da fattori di rischio genetici ed ambientali. 
Per individuare possibili polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) coinvolti 
nell’eziologia del DTC, sono stati effettuati studi di associazione sull’intero genoma 
(GWAS) che hanno portato all’identificazione di una forte relazione con SNPs dei geni 
DIRC3, FOXE1, NRG1, NKX2-1, BATF ed DHX3. Inoltre gli SNPs dei geni ARSB e 
SPATA13 (ASEF2) sono stati associati al rischio della malattia solo nella popolazione 
italiana. Gli studi di GWAS si basano sull’analisi degli SNPs presenti nei blocchi di 
Linkage Disequilibrium (LD) e mirano a determinare la loro associazione con la 
patologia, senza però svelare il loro ruolo funzionale.  
Questo studio si pone quindi lo scopo di analizzare il possibile ruolo funzionale degli 
SNPs rs13184587 e rs1220597. In particolare, è stato valutato se lo SNP rs13184587 
altera l’espressione dei geni ARSB e BHMT2 e se lo SNP rs1220597 influenza i livelli di 
mRNA del gene SPATA13. 
La prima parte di questo lavoro si basa sulla raccolta di campioni di sangue periferico, 
estrazione di DNA ed RNA e genotipizzazione tramite TaqMan Real Time PCR. Nella 
seconda parte è stata valutata la variazione di espressione dei geni selezionati tramite la 
tecnica di Allele-Specific Gene Expression (ASGE) nei campioni eterozigoti. Infine è 
stata eseguita un’analisi statistica dei risultati ottenuti.  
Dalle analisi effettuate risulta che gli SNP rs13184587 e rs1220597 non influenzano 
l’espressione dei geni in esame. Ulteriori studi sono necessari per valutare il ruolo 
funzionale di queste variazioni geniche o di SNP nello stesso blocco di LD. 





Thyroid cancer is one of the malignancies that affect the endocrine system. The most 
common form of thyroid cancer is differentiated thyroid carcinoma (DTC), arising from 
follicular cells, which produce the majority of thyroid hormones. DTC includes the 
histological subtypes papillary thyroid carcinoma (75%), follicular thyroid carcinoma 
(10%), Hürtle’s cell carcinoma (5%) and poorly differentiated carcinomas (1-6%). 
There are also tumoral forms originating from parafollicular cells called medullary 
thyroid cancer (less than 5% of cases). 
DTC is a complex disease caused by genetic and environmental risk factors. In order to 
identify possible single nucleotide polymorphisms (SNPs) involved in the disease 
etiology, genome-wide association studies (GWAS) have been conducted. From GWAS 
was observed a strong association with SNPs within or near DIRC3, FOXE1, NRG1, 
NKX2-1, BATF and DHX3 genes. Moreover, SNPs within ARSB and SPATA13 (ASEF2) 
were associated with DTC only in the Italian population. 
GWAS are based on the analysis of SNPs located in Linkage Disequilibrium (LD) 
blocks and attempts to define their association with the disease, but they did not reveal 
the true functional role of these SNPs in the pathway. 
This study has the purpose to analyze the possible functional role of SNPs rs13184587 
and rs1220597. In particular, it was assessed whether the SNP rs13184587 alters the 
expression of ARSB and BHMT2 genes and whether the SNP rs1220597 influences the 
levels of mRNA of SPATA13 gene. 
The first part of this work is based on the collection of peripheral blood samples, 
extraction of DNA and RNA and genotyping of samples through TaqMan Real Time 
PCR. In the second part, was evaluated in heterozygous samples the variation of 
expression of selected genes using the technique of Allele-Specific Gene Expression 
(ASGE). Finally, a statistical analysis of the results obtained was conducted. 
The analysis shows that the SNPs rs13184587 and rs1220597 do not influence the 
expression of the genes examined. Further studies are needed to evaluate the functional 
role of these genetic variations or the consequence of SNPs in the same LD block.
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CAPITOLO 1. INTRODUZIONE 
1.1 LA TIROIDE 
La tiroide è una ghiandola posta nel collo, ha la forma di una farfalla con le due ali 
poste ai lati della laringe, queste costituiscono i lobi della tiroide mentre la parte 
centrale che le congiunge è detta istmo. È un organo composto principalmente da due 
tipi cellulari, le cellule follicolari o 
tireociti, che derivano dall’endoderma e 
sono responsabili della produzione di 
thyroxine (T4) e 3,5,3’-triiodothyronine 
(T3), gli ormoni tiroidei, e le cellule 
parafollicolari o cellule- C, cellule 
neuroendocrine che costituiscono circa 
l’1% delle cellule dalla ghiandola 
tiroidea, che hanno il compito di 
sintetizzare la calcitonina.  
Il primo passo nella sintesi degli ormoni tiroidei comporta un meccanismo per 
concentrare lo iodio dal fluido extracellulare, chiamato “pompa di iodio”. Una volta che 
lo iodio è concentrato nelle cellule follicolari tiroidee, viene incorporato in molecole di 
tirosina (tirosina iodinata) per formare una proteina più grande, la tireoglobulina, una 
glicoproteina ad alto peso molecolare la cui tirosina iodinata viene utilizzata come 
matrice per la sintesi degli ormoni tiroidei e come forma di deposito per lo ioduro e gli 
ormoni. Quando infatti sono richiesti T4 e T3, la 
tireoglobulina viene prelevata dai tireociti e digerita nei 
lisosomi, infine T4 e T3 vengono rilasciati nel circolo 
sanguigno (Ishido et al, 2014). 
Il principale regolatore della funzione tiroidea è la 
tirotropina (thyroid-stimulating hormone, TSH), che è 
sintetizzata e secreta dalla ghiandola pituitaria ed è sotto il 
controllo dell’ormone TRH (thyreotropin relasing 
hormone), secreto dall’ipotalamo.  
Figura 2-Asse Ipotalamo-Ipofisi-Tiroide 
Figura 1- La Tiroide 
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La secrezione degli ormoni tiroidei e la loro concentrazione nel siero viene controllata 
da un loop a feedback negativo (Figura 2), alti livelli ematici di T3 e T4 inibiscono la 
secrezione ipotalamica di TRH e ipofisaria di TSH (Asse Ipotalamo-Ipofisi-Tiroide), 
mentre bassi livelli ematici dei due ormoni stimolano il rilascio ipotalamico di TRH e 
ipofisario di TSH. Quest’ultimo, a sua volta, stimola la sintesi e la iodinazione della 
tireoglobulina, favorendo così l’accumulo di colloide nel lume follicolare.  
Gli ormoni tiroidei regolano un ampio spettro di attività cellulari e fisiologiche come la 
crescita, lo sviluppo ed il metabolismo. Nell’adulto la loro funzione principale è quella 
di fornire substrati per il metabolismo ossidativo e di interagire con altri ormoni per 
controllare il metabolismo proteico, lipidico e glucidico; nei bambini, invece, gli ormoni 
tiroidei sono necessari per la completa espressione dell’ormone della crescita, risultando 
così essenziali per uno sviluppo normale, specialmente del sistema nervoso centrale 
(Yen, 2001). 
1.2 IL CARCINOMA TIROIDEO  
Il carcinoma tiroideo rappresenta poco più dell’1% di tutte le neoplasie maligne, 
nonostante ciò è la neoplasia più frequente del sistema endocrino (Viglietto & De 
Marco, 2011). Si manifesta sottoforma di noduli, ossia rigonfiamenti localizzati 
all’interno della ghiandola tiroidea, che possono presentarsi con dimensioni e numero 
variabile e che talvolta si accompagnano ad un’ipertrofia della ghiandola stessa, 
chiamata comunemente “gozzo”; quest’ultimo è causato principalmente da una carenza 
di iodio nella dieta, che determina a sua volta un incremento dell’ormone TSH in 
risposta ad un deficit nella normale sintesi degli ormoni tiroidei T3 e T4. Anche se i 
noduli tiroidei sono frequenti, generalmente essi sono benigni e solo nel 5% dei casi 
risultano essere di natura maligna. 
Il carcinoma tiroideo ha un’incidenza annuale stimata di 212 000 casi in tutto il mondo 
(Stewart & Wild, 2008). Questo numero sta aumentando rapidamente negli ultimi anni 
(Liu et al, 2001), probabilmente a causa dei miglioramenti nelle tecniche diagnostiche 
(Davies & Welch, 2006) in particolare all’ecografia del collo che consente di 
identificare anche i più piccoli noduli tiroidei, che in passato non venivano diagnosticati 
(Chen et al, 2009). Nonostante tale aumento, la mortalità annua per il carcinoma della 
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tiroide è rimasta stabile: nel 1973 era dello 0,57%, nel 1980 dello 0,48% fino allo 0,47% 
nel 2002 (Davies & Welch, 2006). 
Significative differenze nel tasso di incidenza di questo tumore sono state rilevate a 
livello mondiale, infatti incidenze elevate sono state ritrovate nelle zone vulcaniche, 
come le Hawaii (dove l’incidenza del cancro tiroideo è la più elevata del mondo), il 
Giappone, le Filippine, la Nuova Zelanda e l’Islanda; nel continente europeo il Paese 
con il tasso di incidenza più alto è l’Italia, mentre i Paesi con tassi di incidenza più bassi 
sono la Spagna ed il Regno Unito (http://globocan.iarc.fr/Pages/Map.aspx-International 
Agency for Research on Cancer - IARC ).  
 
Figura 3- Cancer Incidence in Five Continent (IARC) 
La maggior parte dei tumori tiroidei è curabile. Di solito il trattamento iniziale è di tipo 
chirurgico e si basa sulla tiroidectomia parziale o totale, seguita dalla somministrazione 
degli ormoni tiroidei sintetici (Eutirox e Synthroid) per sostituire quelli che la ghiandola 
non può più produrre.  
Nei casi a rischio di metastasi, come completamento delle procedure terapeutiche, viene 
anche effettuato un trattamento con iodio radioattivo, che riesce a penetrare 
specificamente all’interno delle cellule tiroidee maligne uccidendole. Nel caso di 
neoplasie particolarmente aggressive, che hanno dato origine a metastasi a distanza, 
viene effettuata la chemioterapia. 




Con il termine carcinoma tiroideo (TC) vengono definiti due gruppi principali: il 
differenziato e l’indifferenziato. Il primo gruppo include il carcinoma tiroideo 
differenziato (DTC), che deriva dalle cellule follicolari e di cui ne esistono diverse 
isoforme (DeLellis, 2004), ed il carcinoma midollare della tiroide (MTC) che si origina 
dalle cellule parafollicolari (Randolph & Maniar, 2000); del secondo gruppo invece fa 
parte il carcinoma della tiroide anaplastico (ATC), che è uno dei tumori più aggressivi 
con crescita rapida e tendenza a formare metastasi (Perri et al, 2011). 
Circa il 90% dei tumori diagnosticati corrispondono al DTC, a seguire c’è poi l’MTC 
che rappresenta circa il 10%, mentre l’ATC appena l’1% (Chen et al, 2009). 
1.3 DTC 
Esistono diverse forme del DTC, che mantengono nella maggior parte dei casi le 
caratteristiche di differenziazione tipiche del tessuto tiroideo normale, cioè la TSH 
dipendenza, la sintesi di tireoglobulina e la capacita iodocaptante:  
 Carcinoma tiroideo papillare (PTC), è la più frequente (75%), dal punto di vista 
istologico presenta solchi nucleari, può essere parzialmente necrotico o in alcuni 
casi cistico e si può distinguere in micro (la classificazione della WHO prevede 
che i tumori più piccoli di 1 cm di diametro sono micro carcinomi) e 
macrocarcinoma, i primi sono carcinomi limitati alla ghiandola tiroidea mentre i 
secondi sono carcinomi estesi oltre la capsula tiroidea (Hammer et al, 1982) 
 Carcinoma tiroideo follicolare (FTC) (10%), è generalmente unifocale e ben 
capsulato, l’invasione della capsula e l’invasione vascolare sono le 
caratteristiche che lo distinguono dalle altre forme, in particolare si differenzia 
dal PTC per la presenza di un pattern microfollicolare (Chem & Rosai, 1977); 
più dell’80% dei pazienti con questa tipologia sviluppano metastasi e poco più 
del 15% muoiono per questa patologia entro 10 anni (Mazzaferri & Kloos, 
2001). 
 Carcinoma tiroideo a cellule di Hürtle (5%), è composto da cellule derivate 
dall’epitelio follicolare, tipicamente larghe con un citoplasma abbondante 
eosinofilo e granulare, nuclei larghi ed un nucleolo prominente, l’aspetto 
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granulare del citoplasma è dato dal grande numero di mitocondri (Nesland et al, 
1985) (Feldman et al, 1972), questa tipologia è denominata anche “a cellule 
alte” proprio per la loro caratteristica di avere cellule due volte più alte del 
normale, oltre che larghe, ed è associata a stadi più avanzati della patologia, in 
cui è anche più elevato il rischio di recidiva (Leung et al, 2008). 
 Carcinoma scarsamente differenziato (1–6%), è normalmente caratterizzato da 
ammassi solidi di cellule che somigliano ad isole pancreatiche, la prognosi è 
sfavorevole sia per l’aggressività, sia per la limitata capacità di captare iodio 
(Volante et al, 2007). 
 
1.3.1 FATTORI DI RISCHIO 
Sebbene l’eziologia di questa patologia non è stata ben caratterizzata, il DTC è una 
patologia complessa, in cui varianti genetiche comuni situate in geni a bassa penetranza 
possano interagire tra loro e con l’ambiente, determinando la suscettibilità individuale 
(Andrade et al, 2013).  
Alcuni fattori ambientali sono implicati nell’eziologia del DTC, molti di questi si pensa 
operino attraverso l’azione del TSH. Test su animali infatti hanno dimostrato che 
prolungate stimolazioni da parte del TSH possano causare il DTC, ma nell’uomo questo 
ruolo del TSH non è ancora stato chiarito (Williams, 1990). 
Il fattore patogenico principalmente associato al cancro tiroideo è l’esposizione a 
radiazioni ionizzanti, in particolare durante la prima infanzia e l’adolescenza, seguono 
poi altri fattori come la carenza iodica, la familiarità ed il sesso (Williams, 2009). 
RADIAZIONI IONIZZANTI 
Le radiazioni ionizzanti possono danneggiare le cellule in diversi modi e sono una delle 
cause primarie di carcinomi per i loro effetti sul DNA. Il danno causato ai tireociti dalle 
radiazioni, determina una reazione a catena: malfunzionamento della ghiandola, 
riduzione della secrezione degli ormoni tiroidei e quindi aumento compensatorio della 
secrezione ipofisaria di TSH, che stimola le cellule follicolari danneggiate determinando 
la trasformazione neoplastica delle stesse (LiVolsi, 2011).  
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La relazione tra le radiazioni ed il carcinoma tiroideo fu individuata per la prima volta 
da Duffy e Fitzgerald nel 1950 (Duffy & Fitzgerald, 1950). Essi infatti trovarono che 
un’ampia percentuale di bambini che avevano subito radioterapia presentavano un 
carcinoma tiroideo. Questa relazione fu in seguito confermata da molti studi 
epidemiologici (UNSCLEAR, 2000). Le radiazioni ionizzanti venivano infatti utilizzate 
frequentemente in passato per trattare l’iperplasia del timo, delle tonsille, delle adenoidi 
nell’infanzia e per il trattamento dell’acne grave nell’adolescenza (Refetoff et al, 1975).  
L’incidente di Chernobyl nell’aprile 1986 ha portato alla contaminazione radioattiva di 
vasti territori in Bielorussia, Ucraina e Russia. Milioni di residenti sono stati esposti a 
circa 1.7 × 10
18
 Bq di iodio radioattivo (
131
I). Lo I è un elemento essenziale per la 
funzionalità della tiroide, infatti è stato segnalato fin dai primi anni 1990 un forte 
aumento dell’incidenza di TC tra i soggetti esposti durante l’infanzia o l’adolescenza 
(Cardis et al, 2005).  
Proprio l’età al momento dell’esposizione costituisce un altro fattore di rischio 
importante: è stato dimostrato che al di sotto dei 5 anni, il rischio è 2 volte superiore 
rispetto a quello dei soggetti aventi un’età compresa tra 5 e 9 anni, e 5 volte superiore a 
quello dei soggetti con età compresa tra i 10 ed i 14 anni (Cardis et al, 2006). È 
possibile correlare il potenziale tumorigenico di 
131
I sulla tiroide con la crescita delle 
cellule tiroidee, che nei bambini sono in fase di replicazione attiva (Papadopoulou & 
Efthimiou, 2009).  
Nel 2002, il numero dei casi di TC diagnosticati nei tre Paesi più colpiti era circa 5000, 
di cui circa il 75% potrebbe essere attribuito alle radiazioni di Chernobyl (Cardis et al, 
2006). La sensibilità alle radiazioni è stata inoltre dimostrata attraverso studi 
epidemiologici condotti sui sopravvissuti all’incidente nucleare di Chernobyl (Williams, 
2009).  
La stessa fenomenologia si è verificata alla fine della seconda guerra mondiale nella 
popolazione giapponese colpita dalle radiazioni delle bombe di Hiroshima e Nagasaki 
(Hayashida et al, 2013). Anche nella popolazione di Fukushima è stato osservato un 
aumento della prevalenza del TC dopo l’incidente del Marzo 2011, ma gli studi 
effettuati sulla popolazione esposta non confermano l’associazione tra l’aumento di TC 
e l’emissione delle radiazioni (Watanobe et al, 2014) (Shibuya et al, 2014).  




È noto che il rischio familiare per il TC è molto elevato, infatti circa il 5% dei PTC ed 
FTC è riconducibile ad una forma ereditaria di carcinoma. Per quanto riguarda la forma 
midollare, circa il 25% degli MTC sono ereditari, in particolare si distinguono due 
forme: 
 Carcinoma midollare familiare isolato (FMTC), che colpisce solo il tessuto 
tiroideo; 
 Sindrome da neoplasia endocrina multipla (MEN), in cui oltre al carcinoma 
tiroideo si sviluppano anche altri tumori alle ghiandole endocrine (questa 
tipologia si può a sua volta distinguere in due forme clinicamente distinte: 
MEN2A e MEN2B).  
Queste forme familiari hanno in comune una mutazione germinale “acquisto di 
funzione” nel protoncogene RET (Landa & Robledo, 2011). 
Esiste poi una forma non midollare familiare (FNMTC) che rappresenta circa il 5% di 
tutte le forme tumorali di TC, in queste famiglie i pazienti presentano lesioni benigne 
come il gozzo multinodulare (MNG) e/o l’adenoma follicolare tiroideo (FTA) 
(Malchoff & Malchoff, 2006). 
CARENZA IODICA  
L’altro fattore di rischio supportato da un’ampia bibliografia, la carenza iodica, è 
responsabile di un deficit ormonale tiroideo che, stimolando l’asse ipotalamo-ipofisi-
tiroide, aumenta la secrezione di TSH e dunque la proliferazione cellulare nel tentativo 
di compensare il deficit nutrizionale, predisponendo alla trasformazione tumorale 
(Williams, 1990). 
Per questo fattore di rischio ci sono però delle eccezioni, si registra infatti un’alta 
prevalenza di neoplasie tiroidee in regioni dove l’apporto iodico risulta elevato, come 
l’Islanda o le isole Hawaii (monografie IARC), questo suggerisce che vi siano anche 
altri fattori alimentari o ambientali che esercitano un ruolo genotossico contribuendo 
alla trasformazione maligna. 
È stato inoltre visto che la carenza di iodio influenza la distribuzione dei tipi istologici 
di cancro alla tiroide, portando ad un cambiamento del rapporto PTC:FTC; questo varia 
da 6,5:1- 3,4:1 in zone con elevata assunzione di iodio, diminuisce a 3,7:1- 1,6:1 in aree 
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con moderata assunzione di iodio, e va da 1,7:1-0,19:1 in aree di iodio-carenti (Lind et 
al, 1998) (Farahati et al, 2004). 
PATOLOGIE BENIGNE DELLA TIROIDE  
Il carcinoma tiroideo è spesso preceduto da altre patologie tiroidee benigne, incluso il 
gozzo endemico o sporadico, noduli benigni, tiroidite linfocitica e morbo di Graves. 
Molti studi caso-controllo sul carcinoma tiroideo hanno rivelato la presenza di 
preesistenti noduli benigni e gozzo in pazienti con carcinoma (Memon et al, 2002). 
Inoltre altri studi hanno riportato un aumento di incidenza di noduli maligni (da 0,4% a 
9,8%) con comportamento clinico più aggressivo nei pazienti che presentavano la 
malattia di Basedow (Giusti et al, 2010). 
FATTORI ORMONALI E RIPRODUTTIVI 
Il TC, ha un tasso di incidenza diverso nelle 
donne rispetto agli uomini (Figura 4), con un 
rapporto 3:1 per le donne (fonte: IARC).  
Questo rapporto è costante nelle diverse 
popolazioni e suggerisce che siano presenti 
fattori ormonali coinvolti nella patogenesi.  
Diversi studi in distinte aree geografiche si sono 
quindi concentrati sulle donne, ed è stato 
riscontrato che l’incidenza maggiore si osserva 
nell’età riproduttiva (25-44 anni) (dos Santos 
Silva & Swerdlow, 1993).  
È stato ipotizzato quindi che gli estrogeni, i principali ormoni sessuali femminili, 
facciano aumentare i livelli del TSH nell’organismo, portando così ad una maggiore 
stimolazione delle cellule tiroidee e ipertrofia della ghiandola ed è stato anche osservato 
che i recettori per gli ormoni steroidei risultano essere altamente espressi nei tireociti 
che hanno subito una trasformazione maligna (Peterson et al, 2012). 
Inoltre, in gravidanza è frequente la diagnosi di gozzo o noduli tiroidei e può verificarsi 
un aumento del volume della tiroide e dei noduli. Per tale motivo, è stato ipotizzato il 
Figura 4- Differente incidenza TC in Italia 
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ruolo dei fattori ormonali o dei fattori legati alla gravidanza nella patogenesi del TC 
(Goodman et al, 1992).  
Anche le HCG (Human chorionic gonadotropin), ormoni prodotti dall’embrione subito 
dopo l’impianto nell’utero e aventi una struttura simile all’ormone TSH, possono 
interagire con i recettori del TSH provocando così durante la gravidanza una crescita di 
tumori sia maligni che benigni (Glionoer, 1997). 
SINDROMI ASSOCIATE AL TC 
I progressi della genetica molecolare hanno confermato la presenza di diverse sindromi 
associate al TC. 
  
PATOLOGIA TIPO ISTOLOGICO DTC GENE MUTATO LOCUS INCIDENZA DTC 
FAP PTC APC 5q21 2-12% 
Sindrome di Cowden FTC, PTC PTEN 10q32.2 >10% 
Complesso di 
Carney 





Sindrome di Werner FTC, PTC, ATC WRN 8p11-12 18% 
Tabella 1-Patologie associate al TC 
 
La prima patologia associata al DTC è la Poliposi familiare adenomatosa (FAP), una 
condizione autosomica caratterizzata dalla presenza di polipi adenomatosi dell’intestino 
(Son & Nosè, 2012). In questa sindrome il TC ha una maggiore incidenza nelle donne 
(rapporto donne:uomini = 8:1), è molto comune in età giovanile ed ha un distinto 
pattern istologico (Fenton et al, 2001). È stato stimato che donne sotto i 35 anni con 
FAP hanno un rischio 160 volte più alto per il TC rispetto ad un individuo normale 
(Rohaizak et al, 2003). 
Tumori tiroidei sono stati riportati in altre sindromi familiari, come la Sindrome di 
Cowden, una patologia rara autosomica dominante con amartomi multipli ed un rischio 
maggiore di sviluppare tumori maligni in tessuti come la tiroide, l’utero ed il seno 
(McIver & Eberhardt, 2002). Due terzi dei pazienti affetti dalla sindrome di Cowden 
sviluppano tumori tiroidei, nella patogenesi sono interessate le cellule follicolari, 
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proprio per questo il PTC è un criterio essenziale per la diagnosi della sindrome, tra i 
criteri secondari ci sono il gozzo multinodulare, noduli multipli adenomatosi ed 
adenoma follicolare (Zambrano et al, 2004). 
Il Complesso di Carney è un disordine autosomico dominante (Son & Nosè, 2012), è di 
solito associato a neoplasie endocrine benigne, ma sono stati osservati FTC in circa il 
15% dei pazienti (Nwokoro et al, 1997).  
Per la sindrome di Werner, da uno studio condotto da Lauper e colleghi, è emerso che 
circa il 16% dei pazienti affetti, che presentavano neoplasie comuni, avevano il TC, 
confermando quindi un’associazione tra le due patologie (Lauper et al, 2013). 
BODY MASS INDEX (BMI) 
Diversi studi caso-controllo hanno mostrato un aumentato rischio di TC in pazienti con 
un elevato indice di massa corporea; il rischio infatti sembra essere cinque volte più alto 
negli uomini obesi e due volte più alto nelle donne obese (Giusti et al, 2010). 
In particolare è stato visto che nelle donne, soprattutto nel periodo post-menopausa, un 
aumento di peso del 14% sembra essere associato al rischio di sviluppare Il TC (Dal 
Maso et al, 2000). In uno studio effettuato su una popolazione norvegese costituita da 
più di due milioni di individui è stata analizzata la relazione tra l’indice di massa 
corporea, la statura ed il TC, dai risultati si evince che il rischio di TC aumenta 
moderatamente con l’aumento di BMI e l’altezza in entrambi i sessi (Engeland et al, 
2006). Questo è stato confermato anche da un recente studio caso-controllo effettuato su 
tre popolazioni differenti (USA, Germania ed Italia) in cui è stato visto che essere 
sovrappeso (BMI 25-29.9 kg/m
2
) o obesi (BMI ≥ 30 kg/m2) è associato ad un rischio 
significativamente più alto per il PTC rispetto ad essere individui sottopeso o con peso 
normale (BMI < 25 kg/m
2
); risultati simili sono stato osservati per l’analisi della 
percentuale di grasso corporeo (Xu et al, 2014).  
1.3.2 MUTAZIONI SOMATICHE 
I due eventi principali che sembrano essere coinvolti nel DTC sono: l’alterazione 
dell’espressione del gene RET e l’attivazione anormale della via di segnalazione 
RAS/RAF/MAPK (Sherman, 2009). 




Figura 5-Pathway implicati nello sviluppo del TC 
RET 
Il riarrangiamento cromosomico del protoncogene RET con il dominio tirosin 
chinasi di altri geni situati nello stesso o in altri cromosomi, svolge un ruolo chiave 
nella patogenesi del PTC nel 30% dei pazienti (Marotta et al, 2011). 
Il gene RET codifica per un recettore tirosina-chinasi la cui espressione è 
normalmente ristretta ad un sottogruppo di cellule neuronali e neuroendocrine. La 
proteina Ret non è quindi presente nelle cellule follicolari tiroidee, ma i 
riarrangiamenti cromosomici portano ad una produzione aberrante di una forma 
chimerica del recettore nelle cellule tiroidee. La forma chimerica del recettore è 
costitutivamente attivata e quindi sembra giocare un ruolo causativo nella 
patogenesi di una significativa porzione del PTC (Santoro et al, 2002). 
Sono state identificate più di dieci forme chimeriche, che differiscono per il gene 
partner con cui avviene il riarrangiamento, tra queste le principali sono: 
 RET/PTC1, generata da un’inversione intracromosomica del braccio lungo 
del cromosoma 10 portando alla fusione di RET con il gene H4(ID10S170); 
  INTRODUZIONE 
14 
 
 RET/PTC2, formata dalla traslocazione reciproca tra il cromosoma 10 ed il 
cromosoma 17; 
 RET/PTC3, anche questa il risultato di un riarrangiamento intracromosomico 
ed è formata dalla fusione con il gene RFG/ELE (Rabes, 2000). 
RAS 
Le mutazioni di RAS sono comuni nel cancro della tiroide, tuttavia, l’incidenza e la 
loro frequenza in specifici tipi istologici varia ampiamente (Andrade et al, 2013). 
Esistono tre membri della famiglia RAS (H-RAS, N-RAS e K-RAS), i quali sono stati 
identificati più di 25 anni fa a causa della loro frequente attivazione oncogenica nei 
tumori umani (Andrade et al, 2013). L’attivazione costitutiva di H-RAS, N-RAS, e 
K-RAS, causata da mutazioni puntiformi, ha portato alla loro identificazione come 
markers per il tumore tiroideo aggressivo; mutazioni di RAS sono state individuate 
anche in neoplasie benigne della tiroide, suggerendo quindi che questo tipo di 
mutazioni siano un evento precoce nella trasformazione tumorale (Namba et al, 
1990). 
L’oncoproteina RAS è attiva quando lega il GTP ed ha un’attività GTPasica 
intrinseca, che idrolizza il GTP e porta ad uno stato inattivo legante il GDP (Licitra, 
2012). Mutazioni di RAS causano la perdita della sua attività GTPasica, bloccando 
così RAS in uno stato costitutivamente attivo. Questa tipologia di mutazioni si 
verificano in misura minore (15%) nel PTC, ma la loro frequenza è maggiore nei 
pazienti con FTC e nella forma di carcinoma scarsamente differenziato (Licitra, 
2012). 
RAS regola due importanti pathways nel cancro tiroideo: la cascata delle MAP 
chinasi e il pathway di PI3K/Akt (Kim, 2014), in particolare l’attivazione della 
cascata delle MAP chinasi, porta all’accensione di geni target coinvolti nella 
proliferazione cellulare, sopravvivenza ed apoptosi (Barbacid, 1987).  
BRAF  
Mutazioni in BRAF nel tumore tiroideo sono state identificate per la prima volta nel 
2003 (Cohen et al, 2003). BRAF è una serina-treonina chinasi che gioca un ruolo 
importante nella segnalazione cellulare ed è dipendente dal pathway delle MAP 
chinasi (Xing, 2007). Sono state osservate mutazioni attivanti il gene BRAF nel 70% 
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dei pazienti con PTC, quella più significativa è la T1799A, transversione che si 
traduce nell’espressione della proteina mutante BRAF-V600E, la quale provoca 
l’attivazione costitutiva di questa serina-treonina chinasi (Cohen et al, 2003). Nel 
PTC, questa mutazione di BRAF è più frequente nei pazienti più anziani ed è 
associata ad invasione extratiroidea, fase avanzata della patologia e quadro clinico 
critico (Xing et al, 2005). 
MET 
Nel DTC è inoltre frequente l’amplificazione del gene codificante per il recettore del 
fattore di crescita degli epatociti (c-MET) (Bu et al, 2012). Il recettore di membrana 
MET interagisce con il recettore di VEGF per promuovere l’angiogenesi, la mobilità 
cellulare e la sopravvivenza delle cellule tiroidee (Bu et al, 2012). È stata verificata 
una sua amplificazione nel 80% del PTC, inoltre una sua sotto-espressione in 
modelli animali induce la regressione del tumore (Licitra, 2012). 
L’angiogenesi infatti gioca un ruolo fondamentale nella crescita delle cellule 
cancerose e nelle metastasi (Carmeliet, 2000), questo è particolarmente vero per il 
DTC che è un tumore altamente vascolarizzato grazie all’overespressione di VEGF 
(Tuttle, 2002). 
Tuttavia, nessuno dei fattori descritti è tiroideo-specifico, quindi un’identificazione di 
ulteriori geni candidati è importante per una migliore comprensione della patogenesi del 
cancro della tiroide. 
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1.4  IDENTIFICAZIONE GENI CANDIDATI 
Le malattie complesse sono malattie dove sia fattori ambientali che genetici giocano un 
ruolo nella determinazione del rischio di sviluppare la patologia (Lander & Schork, 
1994). Anche le neoplasie sono attribuibili a fattori ambientali ed a fattori genetici, in 
particolare è stato visto che solo il 5-10% di tutti i casi di cancro sono attribuibili a 
difetti genetici, i rimanenti 90-95% dei casi hanno origine dall’ambiente e dallo stile di 
vita (Anand et al, 2008). 
 
Figura 6-Fattori ambientali e genetici implicati nella tumorigenesi 
L’obiettivo primario di una ricerca genetica è quello di identificare i fattori genetici che 
possono portare ad una variazione del rischio di sviluppare una determinata patologia o 
neoplasia. Per l’identificazione di geni di suscettibilità si utilizzano differenti strategie:  
 Studi di linkage: che si soffermano sul fenomeno dell’ereditarietà di regioni 
cromosomiche legate alla presenza di malattie all’interno di una famiglia.  
 Studi di associazione: che mirano ad individuare l’associazione tra un 
particolare allele o aplotipo e la malattia/neoplasia a livello di popolazione. 
(Stadler et al, 2010) 
Gli studi di linkage hanno un potere risolutivo relativamente basso poiché gli studi 
avvengono all’interno delle famiglie, per questo quando si inizia lo studio di una 
patologia di cui non si conosce l’eziologia ed i geni coinvolti, l’approccio generalmente 
seguito prevede l’utilizzo degli studi di associazione, i quali rappresentano un approccio 
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particolarmente utile in quanto mirano all’individuazione, all’interno di una 
popolazione, di varianti che si trovano più frequentemente associate alla patologia. Tale 
associazione può essere dovuta a diversi fattori quali: un effetto diretto della variante 
genica sul fenotipo malattia, il linkage disequilibrium (LD), o associazioni spurie 
dovute alla stratificazione della popolazione (Gibbs et al, 2003). Una variante allelica 
può avere un effetto diretto sul fenotipo in quanto può alterare la sequenza aminoacidica 
di una proteina coinvolta nel processo fisiopatologico, o alterare la regione regolatoria 
del gene determinando anomalie a livello di espressione o, infine, interferire con la 
regolazione dello splicing e la stabilità del messaggero. Quando si ha una associazione 
non casuale tra la variante allelica analizzata e la vera variante eziologica siamo in 
presenza di Linkage Disequilibrium, in quanto i due loci sono vicini sul cromosoma e 
vengono ereditati insieme come unico blocco. 
Gli studi di associazione caso-controllo vengono impiegati per valutare il ruolo di uno o 
più fattori di rischio (ambientali e/o genetici) nell’eziopatogenesi di una malattia. 
L’impostazione dello studio considera due gruppi di soggetti: i malati, che costituiscono 
i casi, ed i controlli, ovvero i soggetti con le stesse caratteristiche dei primi ma dai quali 
differiscono solo per il fatto che non presentano la malattia. L’attendibilità e 
l’affidabilità dello studio dipendono dalla corretta selezione dei casi e dei controlli. 
Un’associazione tra malattia ed il fattore di rischio è presente quando una percentuale 
degli esposti tra i casi è significativamente maggiore di quella degli esposti nel gruppo 
di controllo, però la presenza di un’associazione statistica significativa non comporta 
l’esistenza di una relazione causa-effetto, infatti l’associazione tra fenotipo e genotipo 
potrebbe essere data dal caso (falso positivo) (Grimes & Schulz, 2002).  
I risultati dello studio caso-controllo risentono della presenza di fattori di distorsione 
(bias) che sono spesso occulti e che possono portare il ricercatore ad una falsa 
associazione tra i fattori studiati. Il primo bias da considerare è il bias di selezione, che 
può verificarsi per una scelta inadeguata dei casi o, più comunemente, dei controlli. Se 
il gruppo dei controlli non è rappresentativo della popolazione generale, l’eventuale 
associazione osservata potrebbe dipendere dalle diverse frequenze alleliche proprie dei 
due gruppi e non da alleli associati con il fenotipo in studio (Hirschhorn & Daly, 2005). 
Gli studi di associazione sono normalmente condotti su individui non imparentati perciò 
la presenza di parentele non identificate all’interno del campione porterebbe ad una 
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valutazione errata dell’associazione ed ad una stima errata delle frequenze alleliche e 
genotipiche del gruppo in studio (Trégouët et al, 1997). 
Esistono due categorie principali di studi di associazione, quelli che seguono 
l’approccio del gene candidato e gli studi di associazione sull’intero genoma (GWAS). 
La differenza principale sta nel fatto che i primi si basano sulla conoscenza dell’identità 
e della funzione del gene, partendo proprio dal presupposto che il gene sia coinvolto, 
per le sue caratteristiche, nella patogenesi della malattia in esame; nel caso dei GWAS 
l’obiettivo principale è quello di identificare polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) 
associati a tratti fenotipici, in particolare quelli associati ad una particolare patologia 
(Schierding et al, 2014), ma la loro caratteristica è che non si ha alcuna assunzione a 
priori sul ruolo della variante genetica (Hirschhorn & Daly, 2005). Gli studi GWA si 
basano sull’ipotesi “malattia comune, variante comune”, questa ipotesi suggerisce che 
le influenze genetiche su molte malattie comuni saranno attribuibili, almeno in parte, ad 
un numero limitato di varianti alleliche presenti dall’1% al 5% della popolazione 
(Pearson & Manolio, 2008) 
In un GWAS se lo SNP candidato viene direttamente testato per l’ipotesi di 
associazione con la malattia si parla di Associazione Diretta, questa metodica prevede 
una conoscenza di base della funzione del gene in esame; si parla invece di 
Associazione Indiretta quando gli SNPs da analizzare vengono scelti sulla base del LD, 
in modo da poter fornire indirettamente informazioni su SNPs vicini (Hirschhorn & 
Daly, 2005).  
  
Figura 7- (Hirschhorn & Daly, 2005) 
Un approccio utilizzato per gestire le dimensioni di questo tipo di studi è il disegno a 
più livelli, in cui un sottogruppo di SNPs che sono risultati significativi in uno studio 
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genome wide (chiamato anche “discovery set”) viene analizzato in una popolazione 
indipendente (replication set), che è simile o più grande rispetto alla popolazione 
iniziale, in modo da ottenere un sottogruppo più piccolo di SNPs significativamente 
associati; per aumentare ulteriormente la stringenza si può effettuare un terzo livello di 
analisi (Easton et al, 2007). Questo metodo aiuta nell’identificazione di false 
associazioni (Manolio, 2010).  
I GWAS essenzialmente sono in grado di identificare locus genetici, ma forniscono 
poche informazioni sulle motivazioni del coinvolgimento dei geni nella patogenesi; 
queste informazioni dovranno essere cercate attraverso lo studio delle funzione svolte 
dal gene (Pearson & Manolio, 2008). 
1.4.1 STUDI DI ASSOCIAZIONE SULLA TIROIDE 
La maggior parte degli studi caso-controllo sulla tiroide segue l’approccio del gene 
candidato, oltre a questi sono stati effettuati anche diversi GWAS sul TC a cui seguono 
studi caso-controllo per validare i risultati ottenuti.  
STUDI CASO-CONTROLLO GENE/PATHWAY CANDIDATO 
Diversi studi hanno riportato un’associazione tra polimorfismi di geni responsabili della 
risposta al danno al DNA ed il DTC (Landa & Robledo, 2011). Una di queste varianti è 
presente nel gene XRCC3, si tratta dell’rs861539 (che determina un cambiamento 
amminoacidico Treonina 241 in una Metionina). Questo gene è anche associato ad altre 
neoplasie come il cancro al seno. Questa associazione è stata riportata per la prima volta 
in uno studio che includeva 134 casi e 161 controlli, in cui è stata trovato un aumento 
del rischio per i portatori omozigoti del polimorfismo (Sturgis & Li, 2009). Questi 
risultati sono stati validati in un altro studio basato su 109 casi con DTC e 217 controlli 
(Bastos et al, 2009). Anche polimorfismi del gene XRCC1 (Arg194Trp, Arg280His e 
Arg399Gln) sono stati associati al rischio di DTC, ma i risultati ottenuti in studi diversi 
sono inconclusivi (Santo et al, 2012) (Fard-Esfahani et al, 2011) (Ryu et al, 2011). 
Sono stati effettuati diversi studi di associazione caso-controllo che hanno riportato 
un’associazione tra l’aumento del rischio del TC ed il polimorfismo C677T del gene 
MTHFR (che viene tradotto in un cambiamento di una Alanina in una Valina, ciò 
corrisponde ad una ridotta attività enzimatica, il gene MTHFR codifica per un enzima 
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chiave nella via del folato); gli studi riguardanti questo polimorfismo sono però 
contraddittori, i risultati del primo studio effettuato affermavano che il polimorfismo 
non era associato al TC (Siriaj et al, 2008), studi successivi invece trovarono 
l’associazione (Fard-Hesfahani et al, 2011).  
Diversi studi caso-controllo hanno riportato un’associazione tra il gene CYP1A1 e la 
suscettibilità ad alcuni tipi di tumori (He et al, 2013), il CYP1A1 catalizza l’ossidazione 
di idrocarburi policiclici aromatici ad epossidi. In particolare uno studio di 223 casi di 
PTC e 513 controlli, entrambi appartenenti ad una popolazione proveniente dall’Arabia 
Saudita, ha evidenziato che l’allele A del polimorfismo C4887A di CYP1A1 è in forte 
associazione con il rischio di sviluppare PTC (Siriaj et al, 2008). 
Altri studi sono stati effettuati su TP53, questo è un oncosoppressore che potrebbe 
essere coinvolto nello sviluppo del cancro alla tiroide, infatti diversi studi hanno 
evidenziato l’associazione tra il polimorfismo di TP53 Arg72Pro ed il rischio di TC 
riportando dei risultati contrastanti. In una meta-analisi sono stati inclusi otto studi caso-
controllo per un totale di 874 casi di TC e 1891 controlli, i risultati hanno mostrato che 
il polimorfismo Arg72Pro è stato associato solo con il rischio di cancro alla tiroide nel 
modello recessivo (ProPro) (Wu et al, 2014). 
Uno studio caso-controllo sugli SNPs di RET (G691S rs1799939, L769L rs1800861, 
S836S rs1800862 e S904S rs1800863) è stato effettuato su 545 pazienti portoghesi con 
DTC e 543 controlli sani, da questo studio è emerso che lo SNP S836S è un fattore di 
rischio per il PTC ma non per l’FTC (Santos et al, 2014).  
Studi di associazione si sono basati anche sulla tireoperossidasi (TPO), che ha un ruolo 
chiave nel metabolismo dello iodio, essenziale per la funzione tiroidea, è stato visto 
infatti che le mutazioni nel gene TPO sono comuni nell’ipotiroidismo congenito e che 
TPO è implicato nel TC (Ris-Stalpers & Bikker, 2010). Uno studio di associazione 
caso-controllo sulle varianti genetiche del TPO ed il DTC è stato effettuato su 1586 
pazienti DTC e 1769 controlli (provenienti da una popolazione italiana ed una 
spagnola), da questo studio è emerso che gli alleli rari degli SNPs rs2048722 e rs732609 
hanno un ruolo protettivo nella popolazione italiana e che determinano un aumento del 
rischio di DTC nella popolazione spagnola (Cipollini et al, 2013). 
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I geni appartenenti alla famiglia della Glutatione s-transferasi (GST) giocano un ruolo 
importante nello sviluppo di molti tumori umani. In particolare per il gene GSTP1 è 
stata trovata una sostituzione amminoacidica (Ile105Val) che porta a due varianti 
polimorfiche del gene, GSTP1AB e GSTP1BB. Queste due varianti producono un 
enzima con un’attività più bassa ed una minore capacità di detossificazione dalle 
sostanze cancerogene rispetto al GSTP1AA wild type. Sono stati analizzati 98 pazienti 
con noduli maligni (che includevano 77 PTC and 21 FTC) e 44 pazienti con noduli 
benigni, a questi sono stati confrontati 157 controlli sani; è stato visto che i pazienti con 
PTC e FTC mostrano una significativa over-espressione delle varianti alleliche 
GSTP1AB e GSTP1BB rispetto alla popolazione di controllo (Granja et al, 2004). Inoltre 
i geni che codificano per gli isoenzimi della glutatione S-transferasi (GSTM1 e GSTT1) 
hanno un allele variante nullo in cui risulta assente l’intero gene. Il genotipo nullo per 
entrambi gli enzimi è stato associato a diversi tipi di tumori, per questo è stato effettuato 
uno studio caso-controllo per cercare un’associazione tra questi polimorfismi ed il DTC; 
sono stati confrontati 300 individui normali e 116 pazienti con il gozzo, di cui 49 casi di 
noduli benigni e 67 casi di noduli maligni (in particolare 50 dell’isotipo papillare e 17 
del follicolare). Confrontando quindi i profili genici di GSMT1 e GSTT1 tra casi e 
controlli, è stato dimostrato che l’assenza di entrambi i geni GSTT1 e GSTM1 era più 
frequente nei TC (12%) rispetto alla popolazione di controllo, ma non c’è alcuna 
distinzione di profili genici tra tumori benigni e maligni (Morari et al, 2002). 
GWAS  
GWAS effettuati su pazienti con DTC hanno portato alla scoperta di diversi SNP 
associati alla patologia. Il primo GWAS sul DTC, è stato effettuato su tre diverse 
popolazioni: su una popolazione islandese di 192 casi con DTC e 37196 controlli, su 
una popolazione americana (Columbus, Ohio) di 342 casi con DTC e controlli di 
discendenza europea; ed infine su una popolazione spagnola, di 90 casi che 
presentavano DTC e controlli (Gudmusson et al, 2009). Nella popolazione islandese è 
risultata un’associazione tra il DTC e due SNPs: l’rs965513 (che si trova vicino al gene 
FOXE1) e l’rs944289 (vicino a NKX2-1), questa associazione è stata poi confermata 
anche nelle altre due popolazioni (Gudmusson et al, 2009). 
  INTRODUZIONE 
22 
 
L’associazione con l’rs965513, è stata riportata inoltre in successivi studi caso controllo 
indipendenti effettuati su popolazioni provenienti dall’Ohio e dalla Polonia 
(Liyanarachchi et al, 2013), dal Regno Unito (Jones et al, 2012), della Cina (Gou et al, 
2014), dal Giappone (Matsuse et al, 2011). Sempre l’rs965513 è risultato associato in 
un altro GWAS effettuato su una popolazione di 660 individui in cui il PTC era stato 
indotto dalle radiazioni provenienti dall’incidente di Cernobyl (Takahashi et al, 2010). 
È stata dimostrata inoltre nello stesso studio l’ associazione dell’rs1867277, che si trova 
nella regione 5’-UTR dello stesso gene, con un aumento del rischio di DTC, in 
particolare con la variante classica di PTC (Takahashi et al, 2010), è stato infatti 
proposto un meccanismo funzionale in cui viene influenzata la trascrizione di FOXE1 a 
causa di un differente reclutamento dei fattori di trascrizione USF1/USF2 (Landa & 
Robledo, 2011). 
In due studi caso controllo, l’rs1867277 (FOXE1) ed un tratto polimorfico contenuto in 
FOXE1 con 12-22 alanine, sono stati significativamente associati al carcinoma tiroideo 
sporadico in popolazioni spagnole, australiane ed europee (Kallel et al, 2010) (Bullock 
et al, 2012). Studi funzionali sono stati effettuati su queste due varianti, per l’rs1867277 
la sequenza con l’allele A mostra un aumento dell’attività trascrizionale del promotore 
del gene; per il tratto polimorfico poli-Ala i risultati suggeriscono una conseguenza 
funzionale per la presenza dell’espansione di poli-Ala (>14) ma non per contrazione 
(<14) (Tomaz et al, 2012). 
Ulteriori varianti di rischio per il DTC sono state rivelate in un GWAS basato sui livelli 
dell’ormone TSH su una popolazione dell’Islanda ed in studi replicati in popolazioni 
provenienti dagli USA (Ohio), Olanda e Spagna, da questo studio sono emersi quattro 
SNPs associati al TC: rs116909374 (NKX2-1) in posizione 14q13.3, rs966423 (DIRC3) 
in posizione 2q35, rs2439302 (NRG1) in posizione 8p21 e l’rs334725 (NFIA) in 
posizione 1p31.3 (Gudmusson et al, 2009).  
L’ultimo GWAS sul DTC è stato condotto attraverso una collaborazione tra il 
Dipartimento di Biologia dell’Università di Pisa (Prof.ssa Federica Gemignani) ed il 
gruppo di Genetica Molecolare ed Epidemiologia del German Cancer Research Center 
(DKFZ, Dr. Asta Försti) di Heidelberg su 690 casi e 497 controlli italiani, in cui è 
presente un’alta incidenza del DTC. I risultati ottenuti in questo studio, per essere 
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validati, sono stati replicati in una popolazione italiana più ampia (1538 casi e 1719 
controlli) ed in coorti provenienti dalla Polonia, dall’Inghilterra e dalla Spagna, 
confermando la forte associazione del DTC con l’rs966423 di DIRC3 (in tutte le 
popolazioni analizzate); inoltre solo nella popolazione italiana è stata riscontrata 
un’associazione tra l’rs10238549 e l’rs7800391 di IMMP2L, l’rs7617306 di RARRES1 e 
l’rs10781500 di SNAPC4 (Köhler et al, 2013). 
Successivamente, lo stesso gruppo di ricerca ha effettuato uno studio di associazione 
caso-controllo sui successivi 150 loci candidati che erano stati ritrovati associati al DTC 
nello studio precedente (Köhler et al, 2013) in una popolazione di italiani, con repliche 
nelle popolazioni spagnola e polacca; da questo studio è emerso che molte associazioni 
nella popolazione italiana non sono stata confermate poi nelle due popolazioni di 
replica, invece è stata trovata una associazione per gli SNPs rs10136427 posizionato a 
monte del gene BATF e l’rs7267944 a valle del gene DHX35. Inoltre solo nella 
popolazione italiana è stata riscontrata un’associazione con l’rs13184587 di ARSB e 
l’rs1220597 di SPATA13 (Figlioli et al, 2014). Predizioni in silico hanno rivelato i 
possibili ruoli funzionali per gli SNPs che si trovano nel blocco di LD con l’rs13184587 
di ARSB, i quali influenzano la struttura e lo stato della cromatina, suggerendo quindi 
che potrebbero avere un ruolo sulla regolazione di ARSB. L’rs1220597 di SPATA13 non 
ha SNPs posti in LD con esso e non è stata rilevata nessuna conseguenza funzionale per 
questo SNP, ma la sostituzione della C con la T sembrerebbe aggiungere un’addizionale 
sequenza all’RNA, che è una sequenza target di un componente di un complesso di 
enhancer intronico (Figlioli et al, 2014). 
1.5 POST-GWAS 
I GWAS hanno identificato più di 200 loci di suscettibilità a bassa-penetranza per i 
tumori; il rischio previsto associato ad ogni locus è generalmente modesto e così, 
presumibilmente, sono gli effetti funzionali delle singole varianti genetiche che 
conferiscono suscettibilità alla malattia (Freedman et al, 2011). La più grande sfida 
nell’era post-GWAS è quindi quella di comprendere le conseguenze funzionali di questi 
loci (Freedman et al, 2011). Le intuizioni biologiche possono essere tradotte in benefici 
clinici, tra cui anche biomarcatori affidabili e strategie efficaci per lo screening e la 
prevenzione della malattia.  
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Nel dicembre 2010, più di 1200 analisi genome-wide hanno esaminato quasi 4000 
associazioni (Manolio, 2010). Questa è probabilmente solo una piccola frazione dei loci 
di suscettibilità; nonostante questi successi nell’identificazione dei loci di rischio, le 
basi molecolari dell’eziologia del rischio sono state determinate solo in una piccola 
parte di queste associazioni (Hindorff et al, 2009). È importante notare che, anche se un 
trascritto è associato ad un allele di rischio, non significa necessariamente che il gene 
sia coinvolto in via definitiva nel tratto di interesse; studi con saggi funzionali relativi 
alla patologia in esame sono ancora necessari per dimostrare che un gene è direttamente 
coinvolto con lo sviluppo della malattia (Freedman et al, 2011). 
Ci sono alcuni esempi di associazioni positive di polimorfismi presenti in regioni non 
codificanti, queste potrebbero rappresentare regioni regolatorie (come promotori, 
enhancer, siti di legame per fattori di trascrizione) che portano ad una variazione dei 
livelli di espressione del gene che controllano, un loro studio approfondito potrebbe 
portare alla luce il meccanismo che sta alla base dell’aumento del rischio (Landa & 
Robledo, 2011).  
I dati ottenuti in diversi studi supportano l’idea che una parte considerevole di loci, 
associata a particolari tratti, porta varianti che influenzano l’abbondanza di trascritti 
specifici (Freedman et al, 2011) (Moffat et al, 2007) (Musunuru et al, 2010) (Zhong et 
al, 2010) (Pomerantz et al, 2010). Queste varianti sono spesso indicate come expression 
quantitative trait loci (eQTLs) (Nicolae et al, 2010).  
Studiare le associazioni tra variazioni genetiche e l’espressione genica offre un modo 
semplice per iniziare il complicato compito di collegamento tra le varianti di rischio ed i 
loro geni bersaglio (Freedman et al, 2011). Gli eQTLs possono essere situati sia in 
prossimità del gene che regolano (in questo caso si parla di cis-eQTL) o a notevoli 
distanza da esso (trans-eQTL), tuttavia la distinzione tra cis e trans è spesso arbitraria 
anche se nella maggior parte degli studi, con cis si definisce una distanza di massimo 1 
Mb della variante in esame; il termine trans invece può implicare interazioni tra un 
eQTL ed un gene situato su cromosomi diversi. (Freedman et al, 2011).  
Un approccio per definire gli eQTLs, è misurare la variazione allelica (ASGE o Allelic 
Imbalance) negli individui che sono eterozigoti per un determinato allele di rischio 
(Freedman et al, 2011).  
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1.5.1 ALLELE-SPECIFIC GENE EXPRESSION  
I polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) in regioni genomiche che regolano 
l’espressione genica sono la causa principale della diversità umana e possono essere 
anche importanti fattori di suscettibilità per le patologie complesse (Milani et al, 2007). 
Anche se la maggior parte dei geni sono espressi in parti uguali da entrambi gli alleli di 
un genoma diploide, alcuni geni vengono espressi in modo differenziale (Park et al, 
2014). Infatti qualsiasi trascritto con una deviazione dal rapporto 1:1 (come è 
tipicamente misurato in un trascritto eterozigote) diventa un importante gene candidato 
per una determinata patologia (Pastinen, 2010) (Montgomery et al, 2010) (Pickrell et al, 
2010). 
Generalmente possono essere osservati quattro diversi tipi di variazione allelica 
nell’espressione genica, si può avere: 
 parità allelica nell’espressione genica 
 espressione monoallelica 
 “allelic imbalance”  
 sostituzione allelica da RNA editing. 
(Park et al, 2014) 
In particolare, l’allelic imbalance o allele-specific gene expression (ASGE) sembra 
essere un fattore importante per la variabilità fenotipica umana e, di conseguenza, per lo 
sviluppo di malattie comuni (Schadt et al, 2003). 
Tradizionalmente, l’ASGE è stato associato con i fenomeni di inattivazione del 
cromosoma X (Constancia et al, 1998); tuttavia, numerosi studi hanno sottolineato come 
l’espressione genica varia all’interno e tra le popolazioni (Cheung et al, 2003) (Oleksiak 
et al, 2002), ed è ormai chiaro che l’ASGE è relativamente comune nei geni autosomici 
non imprinted (Yan et al, 2002) (Lo et al, 2003). È stato infatti visto che circa il 18% dei 
geni umani hanno mostrato un’espressione genica allele-specifica (Djebali et al, 2012). 
Inoltre, alcuni geni mostrano una variazione allelica nell’espressione genica che viene 
trasmessa per eredità mendeliana e questa variazione può essere collegata a disordini 
comuni (Yan et al, 2002). 
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CAPITOLO 2. SCOPO DELLA TESI 
 
Partendo dai risultati ottenuti dal recente GWAS e dai successivi studi di validazione 
condotti dal presente gruppo di ricerca (Köhler et al, 2013) (Figlioli et al, 2014), il 
lavoro svolto si pone l’obiettivo di comprendere il possibile ruolo funzionale degli 
SNPs rs13184587 (ARSB) ed rs1220597 (SPATA13) nella suscettibilità al DTC, 
andando ad analizzare la variazione di espressione genica tramite studi di Allele 
Specific Gene Expression (o Allelic Imbalance). In breve lo scopo è quello di ricercare 
il diverso contributo fornito dai due alleli nell’espressione genica.  
Gli SNPs in esame si trovano in regioni introniche, per poter effettuare quindi gli studi 
proposti sono state eseguite analisi di gene expression su loci vicini agli SNPs in esame 
posti in regioni codificanti: l’rs1065757 (ARSB), l’rs1220547 (SPATA13), l’rs682985 
(BHMT2). 
I recenti sviluppi nel campo ASGE potrebbero portare al miglioramento della 
comprensione dei fattori genetici ed epigenetici che influenzano il fenotipo e la 





CAPITOLO 3- MATERIALI E METODI 
3.1 CAMPIONI BIOLOGICI 
Per questo studio sono stati utilizzati campioni di sangue periferico provenienti da 113 
pazienti, grazie alla collaborazione con l’unità di Medicina Preventiva del Lavoro 
dell’Ospedale “Santa Chiara” di Pisa. Tutti i pazienti hanno firmato il consenso 
informato al trattamento dei dati personali ed alla raccolta di dati genetici in accordo 
con la Dichiarazione di Helsinki. 
3.2 ESTRAZIONE DNA 
Per l’estrazione di DNA da sangue è stato utilizzato il kit “QIAamp DNA Blood Mini 
Kit” (QIAGEN). Questo metodo prevede l’impiego di particolari colonnine contenenti 
una membrana in gel di silice a scambio ionico che trattiene il DNA.  
Si tratta di una metodica rapida e di facile applicazione che permette di ottenere una 
quantità di DNA che varia da 8 a 24 μg.  
Si è partiti da un volume di 200 l di sangue posto in tubi da 1,5 ml dove erano già 
presenti 20 l di proteinasi K, in seguito è stato aggiunto 200 l di buffer AL, entrambi 
reagenti essenziali per la lisi cellulare. Per assicurare una sospensione omogenea del 
campione ed una lisi efficiente si impiega il vortex per almeno 15 secondi. La soluzione 
è stata incubata a 56°C per 10 minuti, per ottenere un rendimento massimo 
dall’estrazione. È stato infatti visto che incubazioni più lunghe non hanno effetto sul 
rendimento o sulla qualità del DNA purificato.  
Il passaggio successivo prevede l’aggiunta di 200 μl di etanolo al 100% ad ogni 
campione, che vengono poi centrifugati per qualche secondo a 13000 rpm ed infine 700 
μl alla volta di ogni campione vengono trasferiti nelle colonnine (QIAamp spin column) 
collocate in appositi tubi di raccolta da 2 ml; il tutto viene centrifugato eliminando il 
filtrato raccolto. La parte conclusiva del protocollo prevede due lavaggi con 500 μl 
rispettivamente di tampone AW1 e AW2, buffer di lavaggio, mediante centrifugazione. 
Ad ogni passaggio il filtrato viene eliminato. A questo punto ogni colonna viene 
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trasferita in una nuova provetta da 1,5 ml, per eluire il DNA trattenuto dalla membrana 
grazie all’aggiunta di 200 μl di acqua distillata. 
3.2.1 QUANTIFICAZIONE DNA 
Questo metodo prevede l’utilizzo di intercalanti fluorescenti in grado di legarsi in modo 
aspecifico al DNA, generando una fluorescenza rilevabile attraverso il fluorimetro 
Qubit (Life Technologies, Invitrogen).  
Il kit che è stato utilizzato è il Qubit dsDNA HS Assay, sensibile a concentrazioni 
iniziali del campione comprese tra 10 pg/l e 100 ng/l. 
Inizialmente è stata preparata la working solution contenente l’intercalante fluorescente 
(Qubit dsDNA HS reagent, 1 µl per ogni campione) e il Qubit dsDNA HS buffer (199 
µl per ogni campione). Da ogni campione di DNA genomico precedentemente estratto è 
stato prelevato 1 µl, diluito 1:12 con H2O deionizzata, e posto nelle Qubit assay tubes, 
microtubi forniti con il kit in grado di far passare il fascio luminoso del fluorimetro e 
permettere in questo modo al fluoroforo legato al DNA di eccitarsi ed emettere la 
luminescenza nel caso di ibridazione.  
I campioni sono stati preparati nel modo seguente:  
 12 µl di campione contenente il DNA genomico estratto (diluito 1:12) + 188 µl 
di working solution;  
 10µl di Qubit dsDNA HS standard #1 (0 ng/µl) + 190 µl di working solution;  
 10µl di Qubit dsDNA HS standard #2 (100 ng/µl) + 190 µl di working solution.  
Preparati i campioni, sono stati passati al vortex e successivamente lasciati ad incubare 
a temperatura ambiante per due/tre minuti. Prima della lettura dei campioni, il 
fluorimetro è stato tarato mediante i due standard precedentemente preparati e 
successivamente si è passati ad analizzare i campioni misurando la quantità di DNA 
presente, espressa in µg/mL.  
Una volta quantificati i campioni, vengono dispensati 6 g di DNA per ogni campione 
nelle piastre per la genotipizzazione utilizzando Thermo Scientific Matrix Hydra II. 
 
3.2.2 GENOTIPIZZAZIONE 
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Gli SNPs identificati negli studi precedenti (rs13184587 per ARSB e rs1220597 per 
SPATA13) si trovano in porzioni non codificanti del genoma, per poter quindi effettuare 
lo studio funzionale proposto è stato necessario selezionare altri SNPs grazie all’utilizzo 
del programma dbSNP, questi devono essere posti in regioni codificanti ed avere una 
frequenza dell’allele minore (MAF) accettabile (>0,25). Questi criteri di selezione sono 
necessari poiché per realizzare un’analisi di Allele-Specific Gene Expression si devono:  
 utilizzare SNPs posti in regioni codificanti, che in questo caso fungono da 
“SNPs pilota” per gli SNPs intronici;  
 scegliere campioni eterozigoti per lo SNP in esame, visto il caso specifico in cui 
sono presenti coppie di SNPs da analizzare insieme, si selezionano i doppi 
eterozigoti (ovvero eterozigoti sia per lo SNP intronico, che per lo SNP posto in 
porzione codificante). 
Da questo processo di selezione sono stati individuati gli SNPs rs1065757 (MAF 0,285) 
di ARSB, rs1220547 (MAF 0,4954) di SPATA13 e l’rs682985 (MAF 0,4882) di 
BHTM2.  
 
Figura 8-ARSB: rs13184587-rs1065757 
 
Figura 9- SPATA13:rs1220597-rs1220547 




Figura 10- ARSB-BHMT2: rs13184587-rs682985 
 
La genotipizzazione è un passaggio fondamentale per la tipologia di analisi da 
effettuare, è infatti necessario ottenere dalla popolazione di partenza i doppi eterozigoti 
per gli SNPs da analizzare.  
Per genotipizzare tutti gli SNPs dei campioni estratti, sono state utilizzate sonde 
TaqMan specifiche per il Genotyping (Life tecnologies), per le quali è garantita la 
specificità e l’efficienza del 100%.  
La sonda di tipo TaqMan è un oligonucleotide che viene disegnato per essere 
complementare alla sequenza bersaglio contenente il sito polimorfico.  
La sonda TaqMan ha coniugati al 5’ ed al 3’ due molecole, al 5’ si trova il fluorocromo 
denominato Reporter (R), al 3’ si trova il Quencer (Q). Il principio alla base di questa 
tecnica è chiamato FRET (Fluorescent Resonance Energy Transfert) ed è un fenomeno 
fisico di risonanza che permette il trasferimento di energia, per cui il fotone emesso da 
R viene catturato da Q, questo avviene quando la sonda è integra e non c’è emissione di 
fluorescenza. Quando la polimerasi degrada la sonda, R e Q vengono liberati in 
soluzione e non si ha più il trasferimento di energia, quindi la fluorescenza, che non è 
più smorzata dal Q, diventa 
visibile. Durante la fase di 
estensione della PCR, il reporter 
ed il quencher vengono rilasciati a 
causa dell’attività nucleasica 5’ 
della Taq polimerasi, con un 
conseguente aumento di 
fluorescenza caratteristica del 
colorante legato ad R.  
Figura 11- Sonda TaqMan 
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Nel caso specifico della genotipizzazione, sono presenti due sonde marcate con 
fluorocromi differenti (VIC e FAM), ognuna specifica per un allele.  
L’attività esonucleasica della Taq agisce solo sulle sonde che sono perfettamente 
ibridate, al contrario, le sonde che contengono anche una base non complementare 
(single mismatch come nel caso degli SNPs) non vengono degradate. In conclusione 
dato che sono presenti due sonde diverse, l’emissione di un solo tipo di fluorescenza 
sarà collegata ad un genotipo omozigote per uno o l’altro allele, se invece si ha 
emissione della fluorescenza di entrambe le sonde si tratta di un genotipo eterozigote.  
Protocollo utilizzato per la genotipizzazione: 
5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix  2,2 l  
              40x Assay Mix                    0,165 l 
                H2O sterile                         7,635 l  
+ 1 l di DNA per ogni campione. 
Il profilo termico utilizzato prevede: 
 15 minuti a 95°C  
  15 secondi a 95°C  
 1 minuto a 60°C  
 
Il fluorimetro rileva l’emissione di fluorescenza, successivamente il software associato 
allo strumento, elabora i dati grezzi effettuando una clusterizzazione dei segnali di 
fluorescenza nei gruppi corrispondenti ai diversi genotipi. I dati ottenuti con il TaqMan 
assay si presentano sottoforma di punti raggruppati e disposti in un grafico 
bidimensionale. 
60X 




Figura 12- Genotipizzazione SNPs 
In questo grafico si possono distinguere tre principali raggruppamenti: il primo, lungo 
l’asse delle ordinate, rappresenta i campioni omozigoti per l’allele 2; il secondo, lungo 
l’ascissa, determina i genotipi omozigoti per l’allele 1, infine il gruppo centrale, 
disposto lungo la diagonale, è dato dai campioni eterozigoti che presentano entrambi gli 
alleli. 
Nel grafico dell’analisi TaqMan, inoltre, è presente un punto che prende il nome di 
NTC (No Template Control) e corrisponde al controllo negativo che non deve 
sviluppare alcun segnale di fluorescenza. Infine, può accadere che vi siano dei punti del 
grafico di cui non si riesce a determinare con esattezza il gruppo di appartenenza. Questi 
campioni, definiti come “outlier” il cui genotipo risulta “undetermined” ovvero non 
determinato, possono essere prodotti da: sequenze rare, assenza di amplificato della 
PCR, errore di distribuzione dei campioni e contaminazione. 
Dalla popolazione di 113 individui sono stati selezionati i doppi eterozigoti: 
 20 doppi eterozigoti (rs13184587-rs1065757 ARSB) 
 20 doppi eterozigoti (rs1220597-rs1220547 SPATA13) 
 14 doppi eterozigoti (rs13184587-rs682985 ARSB-BHTM2) 
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3.3 ESTRAZIONE RNA 
È stato utilizzato il Kit Qiagen Rneasy Mini Kit, con questa metodica i reagenti ed i 
campioni devono essere a temperatura ambiente per ottimizzare la resa dell’estrazione.  
Il primo passaggio è la centrifugazione dei campioni di sangue per ottenere il “buffy 
coat”, questo è un sottile strato che si forma nell’interfaccia tra il plasma e la porzione 
che contiene i globuli rossi, in questo piccolo anello sono contenuti la maggior parte dei 
leucociti e delle piastrine. Si presenta come uno strato biancastro che è tanto più spesso, 
quanti più leucociti sono presenti.  
Il secondo passaggio è il prelievo del buffy coat (1 ml), a cui sono stati aggiunti 3 ml di 
RBC, soluzione che porta alla lisi dei globuli bianchi. Seguono poi successive 
centrifughe, con eliminazione del sovranatante, fino ad ottenere il pellet di linfociti.  
Da questo punto in avanti i passaggi devono essere effettuati sotto cappa sterile, per 
evitare contaminazioni da DNA. Quando si lavora con l’RNA, si deve inoltre evitare la 
degradazione da RNasi, enzimi estremamente stabili ed attivi. Le RNasi intracellulari 
infatti vengono rilasciate durante la fase di lisi cellulare e devono essere rapidamente ed 
accuratamente inattivate per poter ottenere RNA di alta qualità.  
Per preservare al meglio l’RNA è stata utilizzata una soluzione di -mercaptoetanolo 
(-ME) ed RLT, 600 l per campione (6 ldi -ME + 594 ldi RTL per ogni 
campione). Il -ME è un agente riducente che denatura irreversibilmente le RNasi 
riducendo i legami disolfuro e distruggendo la conformazione nativa dell’enzima, 
necessaria per la funzionalità. In combinazione con i forti, ma temporanei effetti di 
denaturazione della guanidina isotiocianato (GITC) contenuti nel tampone RLT, 
eventuali RNasi presenti nel materiale da estrarre saranno completamente inattivate.  
Il pellet, insieme alla soluzione di -ME ed RLT, viene fatto passare attraverso l’ago di 
una siringa per lisare le cellule. In seguito, al lisato sono stati aggiunti 600 l di Etanolo 
al 70%, per far precipitare l’RNA.  
La soluzione ottenuta è stata trasferita quindi in particolari colonnine in dotazione nel 
kit, che contengono una membrana a cui rimane legato l’RNA e che ne permette il 
lavaggio e la successiva purificazione. Vengono quindi effettuati dei lavaggi con 700 l 
del buffer RW1 e con 500 l del buffer RPE, che servono proprio per eliminare 
eventuali contaminanti presenti sulla membrana insieme all’RNA. Il processo si 
MATERIALI E METODI 
34 
 
conclude con l’eluizione, con 40 l di H2O RNasi Free, dell’RNA estratto dalla 
membrana.  
3.3.1 QUANTIFICAZIONE RNA 
La verifica dell’integrità dell’RNA è uno step essenziale nelle analisi di espressione 
genica ed anche necessario per le successive analisi di retrotrascrizione. Per la 
quantificazione è stato utilizzato uno spettrofotometro, che sfrutta la capacità degli acidi 
nucleici di assorbire la luce UV con un massimo di assorbimento ad una lunghezza 
d’onda () di 260 nm.  






Per questa misurazione 70 l (diluiti 1:70 con l’utilizzo di H2O RNasi Free) dei 
campioni di RNA estratti, sono stati posti in cuvette di quarzo.  
Prima di iniziare la misurazione dei campioni, deve essere azzerato lo strumento con 
una cuvetta contenente 70 l di H2O RNasi Free.  
Per i campioni viene letta l’assorbanza (A) a 260 nm e 280 nm e, con i risultati ottenuti, 
si può calcolare la concentrazione di RNA sapendo che in una cuvetta con un cammino 
di 1 cm, l’RNA alla concentrazione di 40 µg/ml ha un assorbimento di 1 a 260 nm: 
 
          40g/ml 
1 Unità assorbimento 
Per risalire alla concentrazione iniziale di RNA, bisogna poi tenere conto del fattore di 
diluizione utilizzato, che in questo caso è 70.  
La formula appena citata deriva dalla Legge di Lambert-Beer:  
A=  x l x c 
dove  rappresenta il coefficiente di estinzione molare, l indica il cammino ottico e c la 
concentrazione del campione. 
Concentrazione RNA (g/ml)=  A260nm    
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Per determinare la purezza dell’acido nucleico vengono utilizzati i seguenti rapporti: 
 A260/A280 = è l’indice della contaminazione da proteine, per l’RNA questo 
rapporto deve essere circa 1,9-2,1, valori superiori indicano una contaminazione 
da proteine. 
 A260/A230 = è l’indice della contaminazione da carboidrati e fenoli (solventi), il 
valore ottimale di questo rapporto è di circa 2,2, rapporti inferiori indicano 
contaminazione da solventi. 
3.3.2 RETROTRASCRIZIONE 
La retrotrascrizione permette di ottenere una molecola di cDNA partendo da una 
molecola di mRNA-poliA a singolo filamento e da un innesco di oligonucleotidi poli-
dT, grazie all’utilizzo dell’enzima trascrittasi inversa o DNA polimerasi RNA-
dipendente. Questo enzima è stato inizialmente identificato nel genoma dei retrovirus.  
Lo stampo di mRNA viene utilizzato dall’enzima per costruire un filamento di cDNA, 
formando quindi un’elica ibrida DNA-RNA. Successivamente, l’mRNA viene 
degradato e i filamenti di DNA vengono utilizzati come stampo per la costruzione di 
una nuova doppia elica che sarà identica, per sequenza nucleotidica, a quella del DNA 
che ha generato l’mRNA di partenza.  
La retrotrascrizione viene normalmente effettuata subito dopo il controllo qualitativo 
del campione per evitare cicli di congelamento/scongelamento che potrebbero 
danneggiare l’RNA.  
Il kit utilizzato per questa metodica è “iScript cDNA Synthesis” (Bio-Rad), che prevede 
per ogni campione:  
 4 μl di 5x iScript reaction mix 
 1 μl di iScript Reverse Transcriptase 
 X μl di H2O Nuclease-Free 
 X μl di RNA stampo  
Il profilo termico della reazione di retrotrascrizione prevede:  
 5 minuti a 25°C 
15 l 
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 30 minuti a 42°C  
 5 minuti a 85°C.  
Una volta ottenuto il cDNA si può conservare -20°C.  
3.4 REAL TIME PCR  
La tecnica Real-Time PCR detta anche PCR quantitativa fornisce un metodo valido per 
lo studio quantitativo dell’espressione genica. La Real-Time PCR monitorizza la 
fluorescenza emessa durante la reazione come indicatore della produzione di amplificati 
durante ogni ciclo di PCR. 
Il sistema della Real-Time PCR è basato sull’analisi e la quantificazione di un reporter 
fluorescente; si utilizzano infatti marcatori fluorescenti, sonde (TaqMan) o agenti che si 
legano a DNA (SYBR green) il cui accumulo, a livello del prodotto di reazione, segue la 
stessa cinetica della PCR. Questo segnale aumenta in maniera direttamente 
proporzionale alla quantità di prodotto di PCR in una reazione.  
Il diagramma che si ottiene, mostra un andamento sigmoide caratterizzato da tre fasi. 
 
Figura 13- Grafico delle fasi di una Real Time PCR tradizionale 
Durante i primi cicli di amplificazione non si ottiene un significativo incremento di 
fluorescenza; ciò è dovuto al fatto che la quantità di prodotto amplificato genera un 
segnale fluorescente che si mantiene al di sotto della soglia di rilevabilità dello 
strumento.  
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A questo punto si passa alla fase esponenziale seguita da una fase lineare, in queste fasi 
con l’avanzare dei cicli termici, inizia a diventare significativo l’incremento di 
fluorescenza dovuto all’accumulo di prodotto di amplificazione; tutti i reagenti sono nel 
loro rapporto ottimale di concentrazione e per questo la quantità di amplificato che si 
forma risulta direttamente proporzionale alla quantità di templato iniziale.  
Infine si ha una fase di “plateau” in cui l’intensità di fluorescenza non aumenta in 
maniera significativa al progredire del numero dei cicli a causa di una ridotta 
disponibilità dei substrati consumati nel corso della reazione, la quantità di amplificato 
che si forma non è più direttamente proporzionale alla quantità di DNA stampo. 
Il parametro più importante per la quantificazione è il Cycle threshold (Ct), maggiore è 
la quantità iniziale di DNA e prima verrà rilevato il prodotto accumulato durante la 
PCR, quindi più basso sarà il valore di Ct. La scelta del ciclo soglia, che determinerà il 
valore di Ct, è determinata in modo automatico dalla macchina ma può essere effettuata 
anche dall’operatore, in ogni caso dovrebbe essere posto nella fase di crescita 
esponenziale. 
Per la corretta quantificazione si costruisce una curva di calibrazione: si effettuano delle 
diluizioni seriali su un pool di cDNA a concentrazione nota e, dai risultati ottenuti da 
reazione di Real-Time PCR, si riporta sull’asse delle ascisse il logaritmo della quantità 
di materiale di partenza, mentre sull’asse delle ordinate i valori di Ct ottenuti 
dall’amplificazione di ogni diluizione.  
Dall’equazione della retta di regressione lineare e dal coefficiente di correlazione r è 
possibile trarre delle conclusioni importanti relative all’efficienza della reazione. 
La linearità dei dati, che in qualche modo misura la variabilità presente tra le repliche è 
rappresentata da r o R
2
; r deve essere >0,990 mentre R
2
>0,980; differenze significative 
tra i Ct delle repliche abbasseranno il valore di r.  
La pendenza (slope = coefficiente angolare della curva) ricavata dall’equazione di tale 
retta può essere direttamente correlata all’efficienza della reazione di amplificazione 




E%= (E-1) x 100% 
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I valori di efficienza percentuale generalmente accettati vanno dal 90% al 110%, meglio 
se l’efficienza è del 100%, valore a cui si tende se la pendenza della curva è vicina a -
3,33. Ciò assicura una buona riproducibilità dei 
dati, garanzia fondamentale per la 
standardizzazione della metodica. 
I prodotti di amplificazione possono essere 
quantizzati in modo assoluto o relativo: il 
metodo di quantificazione assoluta richiede la 
costruzione della curva di calibrazione 
utilizzando campioni standard a concentrazione 
nota mentre la quantificazione relativa e 
richiede la quantificazione di geni di controllo 
(Housekeeping) per normalizzare l’espressione 
del gene studiato. 
3.4.1 EFFICIENZA DELLE SONDE 
Per le analisi proposte sono state utilizzate le sonde specifiche per la genotipizzazione, 
per questo motivo un passaggio fondamentale è stato valutarne la loro efficienza (non 
essendo specifiche per la Gene Expression, l’efficienza non è fissata dalla casa 
produttrice al 100%). 
 EFFICIENZA DEGLI OMOZIGOTI 
È essenziale che le sonde utilizzate per la Gene-Expression siano ugualmente efficienti 
nei due alleli, questa analisi è stata effettuata sul DNA partendo da campioni omozigoti 
wild-type (AA) e varianti (aa) per ogni SNP in esame. 
Per entrambi gli omozigoti sono stati creati dei pool di DNA (formati da 10 campioni 
AA e 10 campioni aa) e per ogni pool sono state create delle diluizioni seriali con VF di 
50 l: 
A. 5 l DNA di 10 campioni  
B. 10 l di A + 40 l H2O 
C. 10 l di B + 40 l H2O 
Figura 14- Retta di taratura 
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D. 10 l di C + 40 l H2O 
E. 10 l di D + 40 l H2O 
Si è partiti da 1 l di DNA che viene prelevato dai pool per effettuare la Real Time 
PCR: 
5x HotFire POL Master Mix        5 l 
40x TaqMan Genotyping Assay Mix       1 l 
H2O sterile       12 l 
+ 2 l di cDNA (diluito 1:10). 
Il profilo termico della reazione prevede:  
 15 minuti a 95°C 
 15 secondi a 95°C  
 1 minuto a 60°C  
In seguito tramite la creazione di una curva di taratura è possibile valutare l’efficienza 
della PCR nei due alleli distinti.  
 EFFICIENZA DEGLI ETEROZIGOTI 
Deve essere valutata inoltre l’efficienza delle sonde negli eterozigoti (si tratta di 
eterozigoti composti, cioè creati mettendo insieme i due omozigoti) grazie alla 
realizzazione di una curva di taratura.  
In questo caso devono essere mantenuti costanti i ng totali, ma vengono cambiati i 





X A 0,0625 (1:16) 
X B 0,125 (1:8) 
X C 0,25 (1:4) 
X D 0,5 (1:2) 
X E 1 (1:1) 
X F 2 (2:1) 
X G 4 (4:1) 
X H 8 (8:1) 
40X 
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X I 16 (16:1) 
3.4.2 ALLELE-SPECIFIC GENE EXPRESSION 
La variazione di espressione allelica è determinata dal calcolo del rapporto di 
fluorescenza tra i due alleli (allele1 ed allele 2) nei campioni eterozigoti di cDNA, come 
descritto in studi precedenti (Park et al, 2014). Quando il rapporto tra i due alleli nel 
cDNA è ≤ 0,1 o ≥ 0,9 si descrive il fenomeno di espressione monoallelica, mentre 
quando il rapporto è ≤ 0,3 o ≥ 0,7 i campioni analizzati mostrano allelic imbalance 
(Park et al, 2014), che è definito come la diminuzione del rapporto tra l’espressione 
dell’allele variante ed il corrispondente wt (Shen et al, 2011). 
Per l’analisi di ASGE sono stati analizzati in Real Time PCR i cDNA dei campioni 
eterozigoti per gli SNPs in esame (rs13184587 e rs1065757 per ARSB, rs1220597 
rs1220547 per SPATA13, rs682985 per BHTM2), inoltre nella stessa piastra sono stati 
posti campioni di DNA per ottenere le curve di taratura su cui interpolare i valori 
ottenuti dai campioni di cDNA. 
Per la creazione della curva di taratura, sono stati posti in piastra: 
 Campione Eterozigote; 
 Campione Eterozigote composto (Omozigote wt e variante posti in rapporto1:1); 
 Campione Eterozigote + Campione Omozigote wt (rapporto finale 1:2); 
 Campione Eterozigote + Campione Omozigote var (rapporto finale 2:1). 
i campioni sono stati analizzati secondo il protocollo di Gene Expression ed il profilo 
tremico già descritto nel paragrafo dell’ EFFICIENZA OMOZIGOTI.  
 
3.4.3 ANALISI STATISTICA 
Ottenuti i risultati, ne è stata valutata: 
 la media, per valutare se il rapporto tra A1 ed A2 nella popolazione analizzata si 
discosta da 1,  
 la deviazione standard per verificare la variabilità dei dati ottenuti all’interno 
della popolazione,  
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 il coefficiente di variazione, che è un indice di dispersione e permette di valutare 
la dispersione dei valori attorno alla media indipendentemente dall'unità di 
misura, 
tramite l’utilizzo del programma Microsoft Office Excel; inoltre mediante l’utilizzo 




CAPITOLO 4. RISULTATI 
4.1 EFFICIENZA DELLE SONDE 
Per studiare la variazione allelica, sono state utilizzate sonde specifiche per la 
genotipizzazione in analisi di gene expression. È stato quindi necessario valutare 
l’efficienza delle sonde specifiche per gli SNPs (rs1065757, rs1220547, rs682985) 
in esame prima di effettuare gli esperimenti proposti. 
Per la sonda rs1065757, grazie all’utilizzo di pool di cDNA omozigoti wt e varianti 
(Grafico 1; Grafico 2), abbiamo riscontrato un’efficienza del 91,70% negli omozigoti 
wt e del 93,6% negli omozigoti varianti.  
 
Sempre per la sonda rs1065757, sono state create cinque rette di taratura per valutare 
l’efficienza negli eterozigoti, in particolare sono stati creati cinque pools di cDNA di 
eterozigoti composti (cDNA omozigote wt + cDNA omozigote variante) in cui 
venivano mantenuti costanti i ng totali per ogni pool (2 ng, 4 ng, 8 ng, 16 ng, 32 ng) 
ma variavano i rapporti tra i due alleli. I dati ottenuti sono stati analizzati poi 
attraverso il programma StatGraphics (Grafico 3), da cui è risultato che non vi è una 
differenza statisticamente significativa tra le pendenze delle cinque rette (P-value = 
Dct = -3,4861 Log dil + 27,903 
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0,67), quindi queste possono essere considerate come repliche ed i dati ottenuti 
possono essere considerati come appartenenti ad un’unica retta.  
Negli eterozigoti è risultata un’efficienza dell’89,4%, la sonda quindi non è efficiente 
negli eterozigoti poiché il valore ottenuto è al di sotto del range di efficienza (90%-
110%). 
 
Grafico 3- Retta di Taratura Eterozigoti 
 
La stessa tipologia di esperimenti è stata effettuata anche per la sonda rs1220547 
(Grafico 4; Grafico 5), per cui è stata riscontrata un’efficienza del 101.84% negli 
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Per l’efficienza della sonda negli eterozigoti, sono stati creati i cinque pools di di 
cDNA di eterozigoti composti in cui venivano mantenuti costanti i ng totali, 
ottenendo grazie all’utilizzo del programma StatGraphics l’analisi delle cinque rette 
(Grafico 6). Anche in questo caso non vi è una differenza statisticamente 
significativa tra le pendenze delle rette (p-value= 0,27), le rette sono quindi da 
considerare come repliche. La sonda analizzata nei campioni eterozigoti composti 
risulta non efficiente, ha infatti un’efficienza pari a 57,7%. 
 
Grafico 6- Curva di Taratura rs1220547Eterozigoti  
 
È stata in seguito analizzata anche la sonda rs682985 (Grafico 7; Grafico 8), per gli 
omozigoti wt è stata riscontrata un’efficienza del 106,06 %, mentre un’efficienza 
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Per gli eterozigoti (Grafico 9), sempre utilizzando il programma StathGraphics su 
cinque pools di cDNA di eterozigoti composti, abbiamo riscontrato che in questo 
caso tra le pendenze delle rette vi è una differenza statisticamente significativa (p-
value = 0,0129), quindi le rette non posso essere considerate come repliche, né i dati 
ottenuti possono essere considerati come appartenenti ad un’unica retta. Ma se 
dall’esperimento i dati ottenuti dal pools in cui i ng totali sono 32 non vengono 
inclusi nell’analisi, si torna ad avere una pendenza delle rette che non è 
statisticamente significativa, anche in questo caso la sonda risulta non efficiente (E = 
123,06%). 
Dct = -3,6301 Log dil + 27,801 
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Grafico 9- Retta di taratura rs682985 Eterozigoti 
 
4.2 RISULTATI ASGE 
Dopo aver valutato l’efficienza delle sonde, sono stati analizzati gli “Allele-Specific 
Gene Expression”. Per poter effettuare questo tipo di analisi è stato necessario 
selezionare, dopo la genotipizzazione, i campioni eterozigoti per entrambe le coppie 
di SNPs in esame, inoltre i dati ottenuti dai campioni di cDNA eterozigoti sono stati 
interpolati su rette di taratura create con campioni di DNA.  
Per la coppia di SNPs rs1065757-rs13184587 sono stati analizzati 20 campioni 
doppi eterozigoti, anche in questo caso dagli esperimenti effettuati non è stata 
riscontrata una variazione di espressione allelica, infatti la media del rapporto di 
espressione allelica (A/G) è 0,97, la deviazione standard 0,19 ed il coefficiente di 
variazione 0,20. Questi risultati sono stati confermati nella seconda replica in cui la 
media del rapporto è 0,98, la deviazione standard 0,11 ed il coefficiente di variazione 
0,11.  
Per la coppia di SNPs rs1220547-rs1220597, sono stati analizzati 20 campioni doppi 
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è 0,97, la deviazione standard è 0,19 ed il coefficiente di variazione è 0,20. Dato che 
il rapporto tra i due alleli è circa 1 si può dedurre che non ci sia una variazione di 
espressione allelica, per confermare i dati ottenuti è stata effettuata una seconda 
replica utilizzando gli stessi campioni, anche in questo caso la media del rapporto è 
1,02, la deviazione standard è 0,12 e la percentuale di variazione 0,13, confermando 
quindi che non vi è una variazione nell’espressione allelica.  
Per la coppia di SNPs rs682985-rs13184587 sono stati analizzati 14 campioni doppi 
eterozigoti, ottenendo una media del rapporto di espressione allelica (A/G) uguale a 
0,83, una deviazione standard 0,02 ed il coefficiente di variazione 0,03. Questi 
risultati suggeriscono  che, anche in questo caso, non vi è variazione di espressione 
allelica, confermando i risultati di  una seconda replica in cui la media del rapporto è 
0,74, la deviazione standard è 0,03 ed il coefficiente di variazione è 0,04.  
 
Tabella 2- Tabella riassuntiva risultati ASGE 










1a 0,97 0,19 0,20 




1a 0,97 0,19 0,20 




1a 0,83 0,02 0,03 





CAPITOLO 5. DISCUSSIONE 
Il cancro della tiroide rappresenta l’1% di tutti i tumori, ma è la neoplasia più frequente 
del sistema endocrino (Viglietto & De Marco, 2011). Esso origina dall’interazione tra 
fattori di rischio ambientali e la costituzione genetica individuale, che può rendere gli 
individui più o meno predisposti a sviluppare la malattia; questa predisposizione può 
essere determinata dalla presenza di loci polimorfici che possono alterare il normale 
funzionamento di geni implicati nei principali meccanismi deputati al mantenimento 
dell’omeostasi ed alla regolazione della proliferazione e morte cellulare.  
Partendo da due precedenti studi (Köhler et al, 2013) (Figlioli et al, 2014), in questo 
lavoro abbiamo analizzato il possibile ruolo funzionale degli SNPs rs13184587 ed 
rs1220597 nella suscettibilità al DTC attraverso studi di ASGE. 
La variazione allelica dell’espressione genica gioca un ruolo importante nella variazione 
fenotipica, incluse le patologie. Circa il 18% dei geni umani hanno infatti mostrato 
un’espressione genica allele-specifica (Djebali et al, 2012). Questa instabilità è stata 
ritrovata anche in molti tumori umani (Hidalgo et al, 2008), in una cellula normale i due 
alleli di un gene sono ugualmente espressi, tuttavia in pazienti oncologici è stata 
osservata un’elevata incidenza di squilibrio allelico (Mei et al, 2000).  
Dato che entrambi gli SNPs in esame sono posti in regioni non codificanti, per poter 
effettuare le analisi proposte in questo studio è stato necessario selezionare altri SNPs 
grazie all’utilizzo del software dbSNP. In relazione allo SNP rs13184587, è stato 
selezionato lo SNP rs1065757 posto sempre sul gene ARSB ma in una porzione 
codificante; mentre per lo SNP rs1220597 è stato scelto lo SNP rs1220547 posto in una 
porzione codificante del gene SPATA13. Inoltre per lo SNP rs13184587 è stato preso in 
esame un altro SNP, l’rs682985, posto in una porzione codificante del gene BHMT2, 
posto a valle rispetto ad ARSB.  
Lo SNP rs13184587 è localizzato sul cromosoma 5, nel gene ARSB; questo gene 
codifica per l’enzima lisosomiale arilsulfatasi B, che è coinvolto nell’idrolisi del gruppo 
4-solfato. Una deficienza di ARSB è associata alla sindrome di Maroteaux-Lamy, una 
patologia da accumulo lisosomiale, inoltre l’espressione ridotta di questo enzima è stata 




suggeriscono che ARSB può essere utile come biomarker prognostico nel cancro alla 
prostata (Feferman et al, 2013). 
È stato valutato se questo SNP (rs13184587) altera l’espressione del gene BHMT2, 
questo codifica per una metiltransferasi, che rimetila l’Omocisteina in Metionina, il suo 
mRNA è risultato espresso nel fegato e nei reni, la proteina è invece altamente instabile 
e viene degradata subito dopo la traduzione probabilmente a causa di misfolding o 
aggregazione (Li et al, 2008). 
Lo SNP rs1220597 è invece localizzato sul cromosoma 13, in corrispondenza del gene 
SPATA13 (conosciuto anche come ASEF2), questo gene è stato recentemente 
identificato come fattore di scambio del nucleotide Guanina specifico per Rac1. Ha 
infatti all’N-terminale una regione di legame per APC, che legandosi ne regola la sua 
attività, in particolare una mutazione di APC comporta l’attivazione costitutiva di 
SPATA13 che a livello cellulare porta ad un decremento dell’adesione cellula-cellula ed 
ad aberranti proprietà migratorie. In uno studio sulle attività migratorie di SPATA13 nel 
tumore del colon-retto, è stato dimostrato che questo gene è necessario per la 
migrazione delle cellule tumorali del colon-retto che esprimono un mutante tronco di 
APC (Kawasaki et al, 2007).  
Nella prima parte di questo lavoro di tesi è stata valutata l’efficienza delle sonde da 
utilizzare nello studio di ASGE. Essendo sonde specifiche per la genotipizzazione (per 
cui è garantita un’efficienza del 100%), non è certo che siano efficienti anche in 
esperimenti di “gene expression”. È risultato infatti che tutte le sonde analizzate 
(rs1065757, rs1220547 ed rs682985) sono efficienti quando vengono testate su 
campioni omozigoti, quindi in una situazione di non competizione. Negli esperimenti 
effettuati invece sui campioni eterozigoti composti (omozigoti wt + omozigoti varianti), 
le sonde non sono efficienti, questo può essere attribuito alla competizione tra le due 
sonde, una si lega meglio dell’altra alla sequenza complementare impedendone il 
legame.  
Successivamente è stato possibile effettuare le analisi di ASGE, sono stati selezionati i 
doppi eterozigoti per le coppie di SNPs in esame (20 eterozigoti per la coppia 




eterozigoti per la coppia rs13184587-rs682985); dalle analisi dei dati è risultato che in 
tutti e tre i casi la media del rapporto dei due alleli è circa 1, di conseguenza non si può 
affermare che un allele si ritrova maggiormente espresso rispetto all’altro, risultato 
confermato anche in una seconda replica dell’esperimento in cui la media del rapporto è 
sempre circa 1. Questo risultato è stato inoltre validato anche da altri valori, come la 
Deviazione Standard ed il Coefficiente di Variazione, entrambi indici di dispersione 
statistici, dato che in entrambi i casi i valori corrispondenti a questi indici sono risultati 
molto bassi, si può concludere che in tutti campioni analizzati il valore del rapporto 
allelico è molto vicino alla media ottenuta.  
Questo risultato potrebbe essere stato influenzato dal materiale da cui siamo partiti per 
effettuare le analisi, per l’estrazione dell’RNA infatti sono stati utilizzati i linfociti e non 
cellule specifiche della tiroide. I linfociti sono componenti essenziali del sistema 
immunitario e vengono spesso usati come “sistema modello” nello studio delle 
patologie, tra cui anche il cancro, poiché contengono sulla superficie cellulare recettori 
basati su un sistema di riconoscimento che rappresenta un sistema naturale impiegato 
nella sorveglianza immunologica (Marques et al, 2009). Il riconoscimento di agenti 
infettivi o cellule tumorali può innescare differenti profili di espressione genica nei 
linfociti, che quindi possono essere considerati “reporter diagnostici di patologie”; nel 
caso della nostra indagine, dato che analizzando i linfociti non abbiamo ottenuto un 
risultato di variazione allelica, questi potrebbero non rispecchiare il profilo di 
espressione genica delle cellule tiroidee. 
Inoltre gli SNPs valutati in questo studio potrebbero essere in LD con altri SNPs che 
alterano l’espressione dei geni analizzati o influenzare l’espressione di altri geni. Dalle 
indagini è infatti risultato che l’rs13184587 di ARSB si trova all’interno di un blocco di 
LD, quindi gli altri SNPs che si trovano nello stesso blocco di LD potrebbero alterare 
l’espressione di ARSB stesso o quella di altri geni, anche presenti su cromosomi diversi.  
Sono inoltre noti in letteratura diversi studi sui trans-eQTLs, varianti geniche che 
possono influenzare l’espressione di geni che risiedono più lontano o anche su 
cromosomi diversi; sono particolarmente interessanti poiché permettono di identificare 
posizioni a valle rispetto ai geni-malattia identificati nei GWAS e quindi hanno la 
capacità di rivelare nuovi protagonisti precedentemente sconosciuti (Fehrmann et al, 




cromosoma 11), questo influenza geni in cis ed il gene LDLR (posto sul cromosoma 19) 
in trans (Westra et al, 2013).  
Uno studio sul cancro alla mammella ha messo in evidenza come lo SNP rs4442975, 
associato a tale neoplasia, interagisce con il promotore del gene IGFBP5, localizzato a 
345 kb di distanza; in particolare in questo studio è risultato che l’allele G dello SNP 
aumenta la suscettibilità del cancro alla mammella attraverso la down-regolazione di 
IGFBP5, per il cui ruolo nella patologia sono state avanzate ipotesi contrastanti 
(Ghoussaini et al, 2014).  
5.1 CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE  
In conclusione, dall’analisi di ASGE è risultato che gli SNPs in esame non influenzano i 
livelli di espressione genica di ARSB, BHTM2 e SPATA13. In futuro, sarebbe 
interessante approfondire ulteriormente l’indagine sul ruolo degli SNPs rs13184587 ed 
rs1220597 nella predisposizione al DTC. In particolare, andando a studiare gli SNPs 
posti in LD con l’rs13184587 e cercando nuovi collegamenti tra i geni; per quanto 
riguarda invece l’rs1220597 di SPATA13, che non si trova in un blocco di LD, si 
potrebbero invece analizzare le varianti di splicing. Queste potrebbero essere infatti 
causate dalla presenza di SNPs posti in regioni regolatorie fondamentali per la 
formazione dell’mRNA maturo. In particolare lo SNP rs1220597 si trova all’interno di 
un introne della variante NM 153023.3 e potrebbe quindi avere un ruolo nella 
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